
Oponentni posudek 

na disertacni pnici Mgr. Rene Endlichera - Studium zmen energetickiho metabolismu 
hepatocytu: pusobeni oxidacniho stresu a trijodtyroninu. 

Predkladami disertacni prace je Clenena klasickym zpusobem na uvod a teoretickou 

cast 0 soucasnych znalostech studovane problematiky, cHe, uzite metody, vysledky, diskusi, 

zavery a seznam pouzite literatury. Rozsah disertace je III cislovanych stran, kde je zahrnuto 

12 obrazku v teoreticke a metodicke casti, a dale 32 graft! a 2 tabulky, ktere dokumentujf 

ziskane vysledky. Autor uvadi 193 citaci (pfedevsim zahranicni) literatury. Cela prace je 

usporadana prehledne a graficka uprava dosahuje vysoke urovne. 

a) Aktualnost zvoleneho tematu 
Autor fesil problematiku energetickeho metabolismu hepatocytu a isolovanych 

jatemich mitochondrii. Zamefil se na modelove oxidacni poskozeni tercialnim 

butylhydroperoxidem (t-BHP), ktery nepodJeha odbouravani mitochondrialnf katalazou a je 
proto vhodny pro hodnoceni poskozenf bunek. V mitochondriich se predevsim zamel'il na 

studium porn prechodne permeability (MTPT), jejichz otevrenf se povazuje za soucast 

mechanismu, ktere indukuji poskozeni jatemfch bunek a maji tak velice uzkou spojitost 
s apoptosou a nekrosou bunek. Dale autor sledoval v pokusech (in vitro i in vivo) ovlivnenf 

metabolismujatemfch bunek hormonem stitne zlazy, trijodtyroninem (T3), 0 kteremje znamo, 

ze zvysuje aerobni metabolismus a je i odpovedny za zvysenou tvorbu kyslfkovych radikaJu. 

Protoze neni pochyb 0 zivotne dulezite funkci jater v organismu a jejich oxidacnim 
poskozeni v prnbehu metabolismu nejruznejsich l:itek telu vlastnich i cizorodych, domnivam 

se, ze tema disertacni prace bylo zvoleno velmi vhodne. 

b) Zvolene metody zpracovani 

Autor prizpusobil vsechny zvolene metody cHUm sve prace. Navazal na dl'fvejSi studie 
laboratore zamerene na sledovani mechanismu hepatotoxickeho pusobeni oxidacniho stresu 

na izolovanych hepatocytech. Jiz publikovane naJezy overoval na intaktnich (na kolagen 
fixovanych) hepatocytech v primamf kulture a na mitochondriich isolovanych z jater 

laboratomfho potkana kmene Wi star. Pomoci stanoveni laktatdehydrogenasy posuzoval 
poskozeni plasmaticke membrany hepatocytu v primarnich kulturach. Produkty lipidovych 

peroxidaci v mediu kultivovanych hepatocytu (a tim i stupeii oxidacnfho poskozeni) 

stanovoval spektrofotometricky jako nmozstvi latek reagujicich s kyselinou thiobarbiturovou. 

Membranovy potencial mitochondrii meril pomoci dvou fluorescencnich sond (Rhodaminu 

123 a Safraninu) na fluorescencnfm spektrofotometru. Pro mereni respirace hepatocytu 
permeabilizovanych digitoninem nebo isolovanych jatemich mitochondrii pouzil Clarkovu 

kyslikovou elektrodu. Turbidimetrickou metodu, ktenl meri pokles absorbance suspenze 



mitochondrii, autor pouzil na stanoveni bobtnani mitochondrii a hodnoceni funkce MPTP. 

Statistickou vyznamnost ziskanych vysledku potvrdil ANOV A testem. 
Pouzite metody jsou adekvatni k ziskani odpovedi na polozene otazky. 

c) Vysledky a ziskane nove poznatky 

Vysledky jsou prezentovany srozumitelnou formou. KaZda kapitola je clenena tak, aby 
naJezy navazovaly na jednotlive kladene cile. Tabulky i obrazky jsou umisteny 
k odpovidajicimu textu. Navazujici kapitola Diskuse je vecna a pine v souladu se zamerenim 
kapitoly, kde autor vlastni naJezy dava do souvislosti s nalezy ve svetove literature. Zavery na 
necelych dvou stranach shrnuji dosazene vYsledky. 

Autor doplnil drivejsi naJezy oxidacniho poskozeni hepatocytu t-BHP a overil je na 
intaktnich hepatocytech v primarni kultul'e. Potvrdil vysokou citlivost NADH-dependentnich 
substratu respiracniho retezce vi'tei oxidacnimu poskozeni. Vliv t-BHP dale specifikoval na 
mitochondriich isolovanych zjater, kde srovnal inhibice etyr rUznych NADH-dependentnich 
substratu s FAD-dependentnim substratem sukcinatem. Zjistil, ze nejcitlivejsim substratem 
k pusobeni t-BHP byl jednoznaene palmitylkamitin. Zcela novou metodu (derivaci klasickych 
kfivek) autor rozpracoval a pouzil pro hodnoceni funkce MPTP. Autor ziskal velke mnozstvi 
pl'esnych udaju 0 vzajemnem pusobeni Ca2

+, polo, Cyklosporinu A a t-BHP na fungovani 
MPTP. Prokazal rovnez aktivaeni pusobeni podaneho T3 (v pokusech in vitro a in vivo) na 
MPTP. Ph srovnani fungovani MPTP v mitochondriich dvou rUznych tbni Gater a srdce) 
urCiI vyznamny rozdil v citlivosti techto tkanf na koncentraci Ca2

+, kdyz ukazal 7x vyssi 
rychlost bobtnani u jater. 

Autor resil aktualnf tema poskozenf jatemi tkane lipidovou peroxidaci. Je proto 
zrejme, ze kazda ziskana informace v teto oblasti je dulezita a prispfva k detailnejsimu 
poznani vsech zucastnenych mechanismu i mozne naprave patologickych projevu. Cast 
ziskanych vysledku jiz byla publikovana (viz autoreferat), a prosla tak recenznim rizenim. 
Proto je rna uloha oponenta disertacni prace znacne usnadnena. 

d) Splneni vytcenych diu 
Cile prace autor rozdelil do sesti specifickych bodu, ktere postupne plnil v logickem 

sledu. Tyto cile byly dale rozpracovany do jednotlivych podkapitol vysledku a diskutovany. 
Domnivam se, ze konkretni Ukoly, ktere si autor polozil, byly splneny. 

K predlozene praci mam nasledujici pl'ipomfnky a dotazy. 

• Autor optimalizuje turbidimetrickou metodu pro mereni bobtnani mitochondrii 
tim, ze primarni data kfivek derivuje. Chybi mne alespoii jedna ukazkova tabulka 
s uvedenymi konkretnimi daty (pocatek nastupu bobtnani po pridani Ca2

+, 

maximalni rychlost bobtnani) odeCtenymi z teto derivovane kfivky. V pripade 
grafu 14 nevidim vyhodu derivovane krivky. 

• V kapitole 5.4.2.2. Vliv pol- nafunkci MPT (str. 69) se autor zmiiiuje 0 pridanem 
chelatacnim cinidle EGTA, ale v popisu ke grafu 14 (str. 70) je uvedena EDTA. 
Podobn8. z8.illena (EDTA illfsto EGTA) je patrne i na str, 62. 



• V kapitole 5.4.4. Tkirfiowi specifita citlivosti MPTP VUCl Ca2+ autor porovmiva 
citlivost rnitochondrialnich porU prechodne permeability jater a srdce. V rnetodach 
vsak isolace srdecnich rnitochondrii zrninena nenf. Provadela se obdobne a ve 
stejnych roztocich jako isolace jaternich rnitochondrii? Zkousel autor pfipravit a 
porovnat rnitochondrie jeste z nejake dalSi tkane? Pokud ano, s jakym vysledkem? 

• Vytknout bych pouze chteIa anglicke popisky u obrazku v teoreticke casti prace, 
protoze vsechny uvadene anglicke nazvy rnajf rovnez ceske ekvivalenty. I kdyz se 
casto jedna 0 prevzate obrazky, doporucovala bych v disertacni praci v cestine 
popisky rovnez v cestine. 

Autor jednoznacne prokazal, ze rna hluboke teoreticke znalosti i schopnost sarnostatne 
vedecke prace. Doporucuji proto disertacni praci Mgr. Rene Endlichera k obhajobe. 

V Praze dne 26. kvetna 2010 MUDr. Hana Rauchova, esc. 

Fyziologicky ustav, v.v.i. 
Akadernie ved Ceske republiky 


	posudek Rauchová_ 1
	posudek Rauchová_ 2
	posudek Rauchová_OCR

